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 チアミン生合成経路の研究は、これまで真正細菌, 酵母, 植物などで成されてきた。現在まで明














期待されている 4), 5)。 














手してきた。本研究では、好塩性古細菌 Halobacterium salinarum を用いてチアミンのチアゾー
ル部前駆体の特定を試み、さらに超好熱性古細菌 Pyrobaculum calidifontis を用いてチアミンピ
ロリン酸生合成経路の決定と関連酵素の酵素学的および構造学的な解析を試みた。第１章では古






















Fig. 1	 真正細菌および真核生物におけるチアミン生合成経路（文献 3 の図を改変した）	 
 
実線は de novo 経路を、破線はサルベージ経路を示す。また以下の略語を用いた。 
TP：thiamin phosphate, TPP：thiamin pyrophosphate, HMP：2-methyl-4-amino-5-hydroxymethylpyrimidine, HMP-P：
2-methyl-4-amino-5-hydroxymethylpyrimidine phosphate, HMP-PP：2-methyl-4-amino-5-hydroxymethylpyrimidine 
pyrophosphate, HET：4-methyl-5-β-hydroxyethylthiazole, HET-P：4-methyl-5-β-hydroxyethylthiazole phosphate, AIR：
5-aminoimidazole ribonucleotide, NAD：nicotinamide adenine dinucleotide, PLP：pyridoxal phosphate, Amino-MP：













































































































































































6 種類の酵素が関与している（Fig. 1）。そのうちの ThiG が細菌型チアゾール合成酵素と呼ばれ
ている 2)。また、枯草菌のような好気性菌では、チロシンの代わりにグリシンが前駆体として利
用されている。一方、酵母や植物のような真核生物においては、チアゾール部はグリシン、シス





子 thi4 と相同性のある遺伝子が存在し、細菌型チアゾール合成酵素遺伝子 thiG の相同配列は見
当たらない 11), 12)。本章では、好塩性古細菌 Halobacterium salinarum におけるチアミンのチア
ゾール部前駆体が、真核生物型のグリシンと通性嫌気性菌型のチロシンのいずれであるのかをト
レーサー実験によって検討した。 









込まれなかった。また、GC-MS のスペクトルから、グリシンの N 原子と C-2 原子が H. salinarum
のチアゾールの N 原子と C-2 原子に取り込まれたことが明らかになった（Fig. 1）。以上の結果と










本稿では遺伝子はイタリックフォントで、遺伝子産物は標準フォントで 1 文字目を大文字にして示した。 
Table 1.  Incorporation of [2-13C]glycine, 
[15N]glycine and  L-[15N]tyrosine into the 
thiazole of thiamin in H. salinarum.  The 
rates of incorporation of thiazole and the 
amino acids glycine and tyrosine in the cell 
were measured by GC-MS. The incorporation 
rates were calculated by subtracting the 




[2-13C]glycine 37.0 33.3 1.27
[15N]glycine 35.7 40.7 1.26
L-[15N]tyrosine 0.0 0.0 28.0










と HET リン酸（HET-P）の縮合によってチアミンリン酸としてチアミン骨格が形成される（Fig. 
2）2), 3)。この縮合反応は、チアミンリン酸合成酵素 thiamin phosphate synthase によって触媒
される。チアミンリン酸合成酵素は thiE（大腸菌）16)やその相同遺伝子（ortholog gene）にコー
ドされており（Fig. 2）、酵母 17)や植物 18)では他のチアミン生合成酵素との融合遺伝子として存在
している。一方、多くの古細菌ゲノム配列には thiE と相同性のある遺伝子が見あたらない。その
代わりに、HMP を 2 段階でリン酸化する HMP キナーゼ/HMP リン酸キナーゼをコードする thiD
の C 末側に thiN と注釈（annotation）された配列が存在している 11), 12)。チアミン生合成経路に
おいて HMP リン酸キナーゼとチアミンリン酸合成酵素は連続する反応であることから、植物の
融合遺伝子 thiDE のように古細菌の融合遺伝子 thiDN も同様のタンパク質をコードすることが
考えられる。ただし、thiN の翻訳産物と ThiE はアミノ酸配列を全く共有していない。本章では、
先ず、古細菌においてもチアミンがピリミジン部とチアゾール部の縮合によって生成することを、
超好熱性古細菌 Pyrobaculum calidifontis を用いて確認した。次いで、同菌の組換え ThiN を用
















第１節	 P. calidifontis の粗酵素抽出液によるチアミン合成  
	 真正細菌や真核生物のように、古細菌においてもチアミン骨格がピリミジン部およびチアゾー
ル部の縮合から形成されることを確認するため、HMP、HET、ATP、MgCl2と P. calidifontis 
の粗酵素抽出液を反応させることでチアミンあるいはそのリン酸エステルが生成されるかどうか
を検討した。なお、反応液中のチアミンやリン酸エステル類は、フェリシアン化カリウムによっ
Fig. 2  The later steps in the biosynthesis of thiamin.   Genes are indicated in italics.   





























































てチオクロムに変換し、HPLC によってそれらの蛍光を分離定量した 19)。その結果、85ºC で 60
分以上インキュベートしても、チアミン化合物は反応溶液中に検出されなかった。そこで、HMP
および HET の代わりに、それらのリン酸エステルを反応に用いたところ、Fig. 3 に示すように、
HMP-PP および HET-P を含む溶液中でチアミンリン酸が検出され、その含有量は時間とともに
著しく増加した。また、生成量は少ないが、HMP あるいは HMP-P と HET-P を組み合わせた時
に、チアミンリン酸の生成が有意に検出された。この結果は、チアミンリン酸合成酵素および HMP
キナーゼ/HMP-P キナーゼが P. calidifontis の粗酵素抽出液に含まれていることを示唆している。
しかしながら、ATP 存在下であるにもかかわらず、リン酸化されていない HET を HMP-PP と反
応させてもチアミンリン酸は全く検出されなかった。つまり、HET のリン酸化は起こらなかった
ものと考えられた。この知見と、HET キナーゼ遺伝子（thiM, Fig. 2）の相同配列がゲノムに見












第２節	 組換え ThiDN および ThiN のチアミン合成能力  
	 P. calidifontis のゲノムには HMP キナーゼ/HMP-P キナーゼの推定遺伝子 thiD の C 末側に
thiN が融合した thiDN が存在している。粗酵素抽出液を用いた実験結果から、本菌にチアミン
リン酸合成酵素および HMP キナーゼ/HMP-P キナーゼが存在することが示唆されたため、P. 
calidifontis の thiDN（GenBank: CP000561）および thiN 領域のみの組換えタンパク質の調製
を試みた。ThiDN（449 アミノ酸）および ThiN（thiDN の C 末端 195 アミノ酸）は、それぞ
れ N 末端にヒスチジンタグを付加して大腸菌で発現させ、Co2+イオンアフィニティークロマトグ
ラフィーを用いて精製した。ThiN は、可溶性画分中に容易に発現され、100 ml の培地から約 0.5 
mg の精製タンパク質を得ることができた。一方、ThiDN は、主に不溶性な封入体中に発現され
ていたため、可溶性画分を集めることで約 50 µg の精製タンパク質を得た。SDS-PAGE では、
ThiDN（52 kDa）および ThiN（25 kDa）のいずれもアミノ配列から推定される位置にほぼ単一




























Fig. 3  Thiamin phosphate synthesis from a thiazole 
and a pyrimidine moiety by the cell-free extract of P. 
calidifontis.  The amount of protein used was 30 µg.  
The amounts of thiamin phosphate in the reaction 
mixture (50 µl) are shown.  Each value is the mean 
from two experiments.  Symbols indicate the following 
combinations of substrates: closed circle, HMP-PP and 
HET-P; closed diamond, HMP-P and HET-P; open 















	 次に、両組換えタンパク質の HMP、HET およびそれらのリン酸エステルからのチアミン合成
活性を検討した。先ず、基質として HMP-PP および HET-P を用いた時、ThiN では顕著なチア
ミンリン酸生成が認められ、ThiN がチアミンリン酸合成酵素活性を発現していることが強く示唆
された。また、ThiDN でもチアミンリン酸が生成したが、比活性は ThiN のおよそ 5 分の 1 であ
った（Fig. 5A）。これは、ThiDN が大腸菌細胞内で発現される間に適切な立体構造が部分的に失
われたものと思われる。次に、基質として HMP と HET-P、または HMP-P と HET-P のペアを




ThiDN の N 末側の ThiD 領域が HMP キナーゼおよび HMP-P キナーゼ活性を担い、C 末側の
ThiN 領域がチアミンリン酸合成酵素活性を発現する。この構成は、HMP キナーゼ/HMP-P キナ
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Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the purified 
proteins.  Purified fractions (2 µg of protein) of 
histidine-tagged ThiDN (1 µg of protein) and 
ThiN (5 µg of protein) were analyzed using 
12.5% SDS-PAGE followed by Coomassie blue 
staining.  
Fig. 5  Thiamin phosphate synthesis from a thiazole and a pyrimidine moiety by the recombinant protein The 
starting concentrations of substrates were 10 µM.  The amounts of thiamin phosphate in the reaction mixture 
(50 µl) are shown. Each value is the mean from two experiments. (A) Thiamin phosphate synthesis from HET-P 
with HMP-PP or HMP by ThiDN and ThiN. Note that the hydrolysis of thiamin phosphate to release HMP and 
HET-P should occur to some extent during the incubation. Symbols indicate the following combination of 
proteins and substrates: closed circle, ThiDN with HMP-PP and HET-P; open circle, ThiN with HMP-PP and 
HET-P; closed diamond, ThiDN with HMP and HET-P; open diamond, ThiN with HMP and HET-P. (B) 
Thiamin phosphate synthesis from different combinations of thiazole and pyrimidine moieties by ThiDN. The 




第 3 節	 組換え ThiN タンパク質のチアミンリン酸合成酵素活性の酵素学的性質  
	 ThiDN の ThiN 領域がチアミンリン酸合成酵素活性を発現することが明らかとなったため、そ
の酵素学的性質を組換え ThiN を用いて検討した。先ず、熱安定性を調べたところ、100ºC、5 分
の加温では 80%の活性を保持していたが、同温度、15 分の前処理では約 50%の活性が消失し、2
時間の前処理で活性はわずか 10%しか残存しなかった。なお、一価の金属イオンが酵素の熱安定





付近で最も高い活性が観察され（Fig. 6A）、100ºC での活性は最大活性の約 75%であった。 最適
pH は 8.5 付近で、pH 7.5 における活性は pH 8.5 の活性の約 60％であった（Fig. 6B）。また、
本酵素は二価金属イオンを活性発現に必要とし、試みたイオンのなかで Mg2+が最も高い活性を発
揮させた（Fig. 6C）。チアミン構造は、アルカリ条件下で HMP と HET に加水分解されやすく特
に高温状態で顕著である。それ故、以後の実験では、Mg2+存在下、100°C、pH 7.5 の条件でチア
ミンリン酸合成酵素活性を測定することにした。なお、本条件でもチアミンは 30 分間に約 20%









	 精製した組換え ThiN は 2.1 nmol/mg/min の比活性で HMP-PP、HET-P からチアミンリン酸
を生成した。この値は大腸菌 20)や酵母 21)から精製されたチアミンリン酸合成酵素（ThiE）の比
活性よりも、それぞれ 31 倍および 8 倍低い。また、定常状態速度論解析では、反応初速度は
HMP-PP および HET-P いずれの基質濃度に対しても飽和曲線を示した（Fig. 7）。Lineweber-plot
から求められた HMP-PP および HET-P に対する Km 値はそれぞれ 3.2 µM および 0.41 µM であ
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Mg2+   Ca2+   Zn2+   Mn2+   Ni2+    Co2+   Fe2+�
C � Fig. 6  Effects of temperature (A), pH (B) 
and metal ions (C) on TPS activity of ThiN 
protein.  The activity was determined under 
standard conditions with 1 mg of the purified 
protein. The concentration of metal ions was 
10 mM. The amounts of thiamin phosphate in 
the reaction mixture after 5 min incubation 





する Km 値はほぼ同程度の値（0.40 µM）20)であった。 
















生成とほぼ平行して（Fig. 5A）、時間依存的に生成された。この結果は、thiN が thiE と全く同
じチアミンリン酸合成反応を触媒することを示しており、ThiE と ThiN は互いにアナログ酵素
（analog enzyme）であることが明らかとなった。さらに、本ピロリン酸生成確認実験において、
一方の基質である HET-P を反応溶液から取り除いてもごく少量のピロリン酸が生産することが
観察された。そこで、反応液中タンパク質量を通常の 10 倍に増量して、HET-P 非存在下でも
HMP-PP からピロリン酸が遊離することを確認した（Fig. 8）。この結果から、ThiN のチアミン
リン酸合成酵素反応は、ThiE で提唱されている機構 22)と同様に、HMP-PP から先ずピロリン酸
が遊離し、生じた HMP のカルボカチオン中間体が HET-P のチアゾール窒素によって求核攻撃
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Fig. 7  The TPS activity as a function of substrate concentration.  (A) Effect of  HMP-PP 
concentrations on the initial velocity at a constant concentration of HET-P (10 mM). (B) Effect of HET-P 
concentrations on the initial velocity at a constant concentration of HMP-PP (10 mM). The insets show 
the Lineweaver-Burk plots of the data.  
Fig.  8  Inorganic pyrophosphate liberation from HMP-PP 
in the presence or absence of HET-P.  The starting 
concentration of HMP-PP was 10 µM. The amounts of 
pyrophosphate in the reaction mixture (50 µl) are shown. 
Each point is the mean from two experiments. Symbols 
indicate the following combination of proteins and 
substrates: closed circle, ThiN (1 µg) in the presence of 
HET-P (10 µM); open circle, ThiN (10 µg) in the absence of 
HET-P; closed diamond, ThiN-R320M (10 µg) in the 
absence of HET-P; open diamond, ThiN-H341L (10 µg) in 





討した（Table 2）。チアミンリン酸またはピロリン酸を基質の 10 倍の濃度で反応液に加えた時、
酵素活性はそれぞれ 59%および 66%ずつ阻害された。この知見は、ThiN の酵素活性が生成物阻
害を受けることを示している。一方、リン酸化されていない HMP あるいは HET の共存による
影響はわずかであったことから、HMP-PP のピロリン酸および HET-P のリン酸が ThiN の活性
中心における基質認識に重要であることが示唆された。なお、大腸菌の ThiE では 1.0 mM ATP












第４節	 ThiN の酵素生成物複合体の構造モデリング  
	 同一の反応を触媒するにもかかわらず ThiN と ThiE のアミノ酸配列に全く相同性が認められ
ないことから、両タンパク質の立体構造に類似性があるのかは興味深い問題である。そこで、タ
ンパク質結晶構造のデータベースを検索すると、幸運なことに、1 件のみ ThiN の結晶構造が
HMP-P キナーゼの C 末端領域の構造として、超好熱性古細菌の一種である Pyrococcus furiosus
のものが登録されていた（PDB ID: 2PB9）。しかし、その構造は 6 個のα-ヘリックスと 9 個の逆
平行β-シートがα/β/αと 3 層状になっており、ThiE（例えば Bacillus subtilis の ThiE、PDB 
ID:2TPS）の TIM α/βバレル（樽）構造 23)とは明らかに異なっていた。なお、ThiE には Mg2+や
生成物であるチアミンリン酸とピロリン酸との複合体の結晶構造も登録されていたが、上記 ThiN
で解析された構造はタンパク質単独のものであった。そこで、ThiN によるチアミンリン酸合成酵
素の触媒機構に関する知見を得るために、P. calidifontis ThiN の酵素生成物複合体の立体構造を
分子モデリングによって構築することにした。P. furiosus の ThiN は 184 個のアミノ酸残基から




モデルを選択した。シミュレーションされた P. calidifontis の ThiN の酵素生成物複合体の立体
構造の全体図と活性中心を Fig. 9 および Fig. 10 にそれぞれ示す。 
 
 
Table 2.  Effect of thiamin derivatives, 
pyrophosphate and ATP on TPS activity of 
ThiN.  The purified ThiN protein was 
incubated with 10 mM HMP-PP and HET-P 
in the absence or presence of an inhibitor.  
The TPS activity in the absence of an 
inhibitor is represented as 100%. *The 
activity was assessed by the amount of 
released pyrophosphate. 
Addition (100 µM) Activity (%)
None 100





























	 予側された配列では、活性中心は、279-298 アミノ酸からなるループの C 末端側、340-350 ア
ミノ酸の α ヘリックスの N 末端、318-320 アミノ酸、393-399 アミノ酸、421-428 アミノ酸か
らなる各ループによって形成された空洞に位置している（Fig. 9）。ThiE の酵素生成物複合体の
ように、ピロリン酸とチアゾール部は、ピリミジン部をはさんで反対側に配置される（Fig. 10）。
ピロリン酸は活性中心の開口部に位置し、その酸素原子（3A）は His341 と OH/π 相互作用によ
って水素結合し、酸素原子（1B）はチアミンリン酸のピリミジン部のアミノ基と水素結合してい
る。加えて、ピロリン酸の酸素原子（2A と 3B）は、Mg2+イオンと静電的に相互作用している。
一方、チアミンリン酸は V 型立体構造 24)（Fig. 11）で存在し、そのリン酸の酸素原子は Arg320









いる Arg320 と His341 は ThiN に高
度に保存されていた。そこで、部位特
異的変異作成によって ThiN の
Fig. 9  The simulated model of the overall structure 
of the P. calidifontis ThiN protein in ribbon 
representation.  The reaction products, thiamin 
phosphate and pyrophosphate are also shown in stick 
representations with oxygen atoms in red, carbon in 
gray, nitrogen in blue, sulfur in yellow and phosphorus 
in orange. A magnesium ion is also shown as a 
lime-green sphere. This figure was created using the 
program PyMol .  
Fig. 10  The simulated enzyme- 
product interaction of thiamin 
phosphate and pyrophosphate in the P. 
calidifontis ThiN protein structure.  
Hydrogen bonds are indicated by blue 
lines and electrostatic interactions with 
magnesium ions are shown as red lines. 
The amino acid residues are shown in 
line representations and the others are 
indicated according to the scheme 


















Arg320 と His341 を他のアミノ酸に置換した変異酵素を作成しその酵素活性を測定した。Arg320
を Met に置換した R320M の精製組換えタンパク質は野生型のチアミンリン酸合成酵素活性のわ
ずか１%しか活性を発現せず、His341 を Leu に置換した H341L においては全く活性が検出され
なかった。更に、いずれの変異型においても HMP-PP からのピロリン酸の遊離は認められなかっ
















第 1 節  P.calidifontis の粗酵素抽出液によるチアミンピロリン酸合成  
	 古細菌においてチアミンピロリン酸がチアミンリン酸のリン酸化によって生成されるか否かを
調べるために、チアミンリン酸、ATP、MgCl2と P. calidifontis の粗酵素抽出液を反応させ、チ
アミンピロリン酸の生成を測定した。その結果、100ºC でインキュベート後、5 分でチアミンピ



























第 2 節	 組換え ThiL のチアミンピロリン酸合成能力  
	 古細菌のチアミンリン酸キナーゼも真正細菌のように thiL によってコードされていることを
確認するため、P. calidifontis のゲノム DNA から thiL 相同遺伝子（GeneBank: CP000561）を
単離し、そのタンパク質（293 アミノ酸）を N 末端にヒスチジンタグを付加して大腸菌で発現さ
せた。ThiL は可溶性画分に発現され、100 ml の培地から約 30 µg の精製タンパク質をアフィニ
ティークロマトグラフィーを用いて得ることができた。SDS-PAGE では、アミノ配列から推定さ
れる 34 kDa の位置にほぼ単一のバンドとして検出された（Fig. 13）。さらに、ゲル濾過クロマト
グラフィーによって ThiL の相対分子質量は、約 66,000 と推測されたことから、本酵素はホモダ
イマーとして存在していることが示唆された。 













第 3 節	 組換え ThiL のチアミンリン酸キナーゼ活性の酵素学的性質  
	 ThiL のチアミンリン酸キナーゼ活性の酵素学的性質を組換え精製酵素を用いて検討した。先ず、
熱安定性を検討したところ、100ºC、15 分の前処理では約 45%の活性が消失し、1 時間の前処理
で活性はわずか 20%しか保持されなかった（Fig. 14）。ただし、基質である ATP を共存させると
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Fig. 12  TPP synthesis from TP or thiamin by the 
cell-free extract of P. calidifontis.  The control 
values obtained in the absence of substrates were 
subtracted. The amounts of thiamin phosphate in 
the reaction mixture (50 µl) are shown. Each value is 
the mean from two experiments. Symbols indicate 
the following combinations of substrate and product: 
closed circle, TPP from TP; open circle, TPP from 
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Fig. 13  SDS-PAGE analysis of the purified 
proteins.  Purified fractions (1 µg of protein) of 
histidine-tagged ThiL (lane 2), ThiL-R136M (lane 
3) and ThiL-S196A (lane 4) were analyzed using 
10% SDS-PAGE followed by Coomassie blue 















	 次に、ThiL のチアミンリン酸キナーゼ活性に及ぼす温度および pH の影響を検討した。温度を
80ºC から 120ºC まで増加させると活性も上昇し、100ºC と 80ºC の活性は、120ºC の活性のそれ




でチアミンリン酸キナーゼ活性を測定することにした。この条件での精製 ThiL の比活性は 108 
µmol/mg/min であり、この値は大腸菌から精製したチアミンリン酸キナーゼ活性の約半分であっ
た 30)。 
	 組換え ThiL の定常状態速度論解析では、チアミンリン酸および ATP 共に基質濃度に対して飽
和曲線を示した。Lineweber-plot から求められたチアミンリン酸および ATP に対する Km 値はそ
れぞれ 0.20 µM および 39 µM であった（Fig. 15、Table 3）。これらのチアミンリン酸に対する
Km 値と ATP に対する Km 値は、それぞれ大腸菌のチアミンリン酸キナーゼの Km 値（チアミン
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Fig. 14  Effect of temperature and substrates on the 
stability of ThiL.  The enzyme mixture containing 50 
mM Tris-HCl, pH 7.0, and 10 mM MgCl2 in the absence 
(closed circle) or presence of substrate (open circle, 10 
mM TP; closed diamond, 1.0 mM ATP) was preincubated 
at 100ºC for the indicated time. Since the thiamin 
structure is readily hydrolyzed into the pyrimidine and 
thiazole moieties at high temperatures, every reaction 
was started by the addition of both substrates. The 
activity upon 2 min preincubation is indicated as 100%. 
Fig. 15  Inhibition patterns of thiamin phosphate (TP) kinase activity by AMP.  The activity was 
determined with 0.06 µg of the purified ThiL in 80 µl of solution containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.0, and 10 
mM MgCl2 in the absence (closed circle) or presence of 1.0 mM AMP (open circle). (a) Double-reciprocal 
plots of the initial velocity versus the TP concentration at a constant concentration of ATP (1.0 mM). (b) 
Double-reciprocal plots of the initial velocity versus the ATP concentration at a constant concentration of 














10 倍の濃度で反応液に加えた時、約 40％の活性を阻害された。AMP の阻害様式はチアミンリン
酸（Ki = 560 µM）、ATP（Ki = 530 µM）いずれに対しても不競合的であり（Fig. 15）、ThiL と
基質の複合体が形成されているときに AMP が活性中心とは異なる部位に結合することが示唆さ
れたが、そのことの生理的な意味は不明である。一方、HMP と HET リン酸は 10%しか活性を阻
害せず、チアミンと ADP の影響はごくわずかであったことから、ThiL はチアミンのモノリン酸
エステルを厳密に認識していることが示唆された。 
 
第 4 節	 ThiL の変異作成研究  
	 チアミンリン酸キナーゼの X 線結晶構造として好熱性真正細菌 Aquifex aeolicus のものが解析
され、2 つのアミノ酸残基の触媒反応への関与が推定されている 31)。基質との複合体では ATP の
γ-リン酸が Ser209 のヒドロキシ基酸素原子と水素結合しており、生成物との複合体でも Ser209
が TPP のβ-リン酸と同様に水素結合し、さらに ADP の β-リン酸が Arg142 のグアニジン基の η
窒素原子のひとつと水素結合している。これら 2 つのアミノ酸残基は真正細菌および古細菌の
ThiL に高度に保存されていることから、チアミンリン酸キナーゼの触媒反応への関与が推定され
る。そこで、A. aeolicus の両アミノ酸に相当する P. calidifontis ThiL の Arg136 と Ser196 を他
のアミノ酸に置換した変異酵素を作成し、それらの定常状態速度論パラメーターを解析した
（Table 3）。その結果、Arg136 を Met で置き換えると（R136M）、kcat値は野生型酵素の 1.5 倍
に増加したが、kcat/KmATP 値は KmATP 値の著しい増加のために野生型酵素の 20％にまで減少した。
この結果は、A. aeolicus の Arg142 と ATP が相互作用している構造解析の知見と整合性が取れて
いる。一方、Ser196をAlaで置換したS196Aではkcat値が野生型酵素の10%にまで低下し、Ser196
はチアミンリン酸キナーゼ活性に重要な役割を持つことが示唆された。また、リン酸化を受けら





Enzyme k cat KmTP KmATP k cat /KmTP k cat /KmATP
( s-1 ) ( µM ) ( µM ) ( s-1 M-1) ( s-1 M-1)
1.4 × 105 4.6 × 104S196A 0.006 0.043 0.13
3.3 × 102
Wild-type 0.063 0.2 39 3.2 × 105 1.6 × 103
R136M 0.092 1.3 280 6.8 × 104
Table 3.  Kinetic parameters for wild-type and mutant ThiL proteins.  The catalytic constant kcat was 














(2) 超好熱性古細菌 Pyrobaculum calidifontis の粗酵素抽出液を HMP-PP および HET-P とイン
キュベートすると、チアミンリン酸が生成したことから、本菌がチアミンリン酸合成酵素を持つ
と考えられた。また、組換えタンパク質を用いた実験から、P. calidifontis の thiDN は N 末側に
HMP キナーゼ/HMP リン酸キナーゼ活性をＣ末側にチアミンリン酸合成酵素活性を持つ多機能
酵素をコードすることを証明した。組換え ThiN のチアミンリン酸合成酵素活性の最適温度は
110ºC、最適 pH は 8.5、Mg2+要求性を示し、HMP-PPと HET-Pに対する Km値はそれぞれ 3.2 µM、
0.41 µM であった。また、チアミンリン酸合成酵素の片方の生成物である無機ピロリン酸の生成
も確認し、ThiN は真正細菌や真核生物のチアミンリン酸合成酵素である ThiE と全く同じ反応を
触媒することを証明した。この結果は、ThiE と ThiN がアナログ酵素（analog enzyme）である
ことを示し、起源を異にするタンパク質が同じ反応を触媒する興味深い例である。さらに、超好
熱性古細菌 Pyrococcus furiosus の ThiN の結晶構造をひな型に用いて、P. calidifontis の ThiN
結晶構造を予測した。酵素生成物複合体のシミュレーションでは、Arg320 と His341 がチアミン
リン酸のリン酸基やピロリン酸と水素結合していたため、それぞれの変異酵素を作成したところ、
ThiN-R320M は野生型の 1 %しか活性を発揮できず、ThiN-H341L では全く活性が認められなか
った。それ故、Arg320 と His341 が ThiN のチアミンリン酸合成酵素活性に中心的な役割を持つ
と考えられた。 
	 




チアミンリン酸キナーゼ活性を発現し、その最適温度は 120ºC 以上、最適 pH は 7.0、Mg2+要求
性を示し、チアミンリン酸と ATP に対する Km 値はそれぞれ 0.20 µM、39 µM であった。また、
アデニル酸（AMP）がチアミンリン酸、ATP いずれに対しても不競合的に本酵素活性を阻害し
た。一方、好熱性真正細菌 Aquifex aeolicus の ThiL の結晶構造から反応への関与が予測される 
Arg136 と Ser196 の変異酵素を作成したところ、ThiL-R136M は ATP に対する Km 値が上昇
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